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1. Kurzdarstellung

Aufgabenstellung:

Ziel des Vorhabens war die Entwicklung eines biotechnischen Implantats, welahes ei
Freisetzung von Endorphinen/ Enkephalinen (Opioide) im Liquorraum zum Zweck der
Behandlung schwerster Schmerzzustéande, z.B. bei Wirbelsédulen- und Tumorerkrankungen,
erlaubt. Hierzu ist das Konzept dashybriden Tissue Engineerirantwickelt worden. Das

Ziel war es, ein Implantat, welches aus einer Verkapselungseinheit und gewtechnis
veranderten Zellen besteht, herzustellen und zur Regulierung der Endorphinfreisetzung
gegebenenfalls eine elektrische Stimulation der Zellen zu integrieren.

Die gentechnisch veranderten Zellen sollten entweder konstitutiv Endorphine ergmimie
oder pharmakologisch induzierbar sein oder einen genetischen Schalter enthaltenhder durc
die elektrische Stimulierung aktiviert werden kann. Fir zukinftige klinische Anwerndunge
sollten die Implantatzellen in einer semipermeablen Polymerkapsel eicgelvexden. So
sollte die problemlose Implantation den lumbalen Spinalraum, analog der Implantation der
heute verwendeten Spinalkatheter zur Schmerztherapie mittels Medikamentenmaglpeh
sein. Auch ware dieses Implantat bei Nachlassen der Wirkung oder Auftreten von
Nebenwirkungen jederzeit wieder entfernbar. Die semipermeable Membran wigde e
Stoffaustausch zur Erndhrung der Zellen sowie den Austritt der Wirksubstanzeticrem)g
gleichzeitig aber die korperfremden — nicht autologen Transplantatzellen- vor eine
AbstolRungsreaktion schitzen.

Voraussetzungen:

Das Konsortioum bestand aus den drei Partner NMI Reutlingen (Schwerpunkt Zellbiologie
und Gentechnik), Cellmed AG Alzenau (Schwerpunkt Verkapselungstechnologie) und INI
Hannover (Schwerpunkt in-vivo Evaluierung). Zur Bearbeitung der oben skizzierten
Fragestellung waren damit alle notwendigen Fachbereiche vertreten und diesgtmangen

fur ein funktionsfahiges Konsortium gegeben.

Planung und Ablauf des Projektes:

Zellbiologische Arbeiten:

Zu Projektbeginn wurden durch das NMI Arbeiten zur gentechnische Modifikation von
Neuro 2a Zellen mit Ziel der Endorphin Freisetzung und Arbeiten zur gentechnischen
Modifikation von Neuro 2a Zellen mit Ziel der Elektrostimulierbarkeit der
Endorphinfreisetzung durchgefihrt.

Die Arbeiten des NMI haben gezeigt, dass grundséatzlich eine Endorphinfreisaigung a
Neuro 2a Zellen erzielbar ist. Ebenso konnte gezeigt werden, dass die zellkiat®sgon
Neuro2a Zellen grundsatzlich elektrisch stimulierbar ist.
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Nachdem die Projektarbeiten der INI GmbH gezeigt hatten, dass die VerkapselMeyice

2a Zellen wegen der anhaltenden Zellproliferation zur Nekrose der in einer Hohlfase
verkapselten Zellen, und bei Kapselung in Alginat Mikropkapseln zu deren Sprengung flhrt,
wurden im weiteren Projektverlauf alternative Zellinien verwendet. Auch vor dem
Hintergrund einer zukunftigen klinischen Anwendung wurden humane mesenchymale
Stammzellen verwendet. Diese wurden gentechnisch modifiziert und es konnten mit
unterschiedlichen Verfahren Zellen hergestellt werden, welche Endorphimtzeeisind

deren Endorphinfreisetzung pharmakologisch regulierbar war.

Diese Zellen wurden dem INI zur Durchflihrung von in vivo Experimenten zur Verfiigung
gestellt und zwar nach vorheriger Kapselung durch den Projektpartner Cellmed.

Arbeiten zur Entwicklung einer Kapselstruktur:

Durch den Projektpartner INI wurde eine Kapselstruktur konzipiert, welche aus einer
semipermeablen Hohlfaser mit integrierten Platinelektroden bestand, smndass e
Elektrostimulation der gekapselten Zellen mdglich war. Es wurde ein Messstandvizro
Elektrostimulation von Zellen in Zellkultur entwickelt und verschiedene Stimulatioster
auf ihre zellschadigende Wirkung untersucht.

Es wurden in vitro Untersuchungen zur Kapselung von Neuro 2a Zellen in Hohlfasern
durchgeflhrt. Als wichtigstes Ergebnis stellte sich hierbei heraus, dasskigpgelung von
Neuro 2a Zellen in einer semipermeablen Hohlfaser (Durchmesser ca. 1mny) brevéits

nach kurzer Kultivierungszeit (1-2 Wochen) zu einer Nekrose der eingekapselam Zell
fuhrte. Es wurde dann gezeigt, dass auch die Mikroverkapselung von Neuro 2a Zellen nicht
langzeitstabil moglich ist, da die Kapseln durch Zellproliferation bedingt, natigeve

Wochen unter Kulturbedingungen in vitro gesprengt werden.

Daher wurden die Verkapselungsversuche dann mit nicht mehr proliferierenden humanen
Stammzellen durchgefuhrt. Nach Kapselung in Hohlfaser fanden sich auch hier Nekesen, di
offensichtlich durch die letztlich zu gro3en Diffusionsstrecken zwischen den gié&apse
Zellen und dem Nahrmedium bedingt sind.

Aufgrund dieser Befunde musste das urspriingliche Konzept, die Zellen in einer Hahifaser
verkapseln, aufgegeben werden.

Zusammen mit dem Projektpartner Cellmed AG wurde ein innovatives Konzept zur
Kapselung von humanen mesenchymalen Stammzellen, die Endorphin freisetzen entwickelt
Hierbei werden die Zellen zun&chst in Alginat mikroverkapselt und fir die Implamtdinn

in ein aul3eres Kontainment eingebracht, welches einen konvektiven Flissigkeitstranspor
erlaubt, so dass die im Kontainment schwimmenden alginatgekapselten Zellechandre
ernahrt werden.

Die Cellmed AG hat entsprechend geeignete Alginatkapseln mit einem Dusgines 400

— 600 um entwickelt (Cellbeads ®). Die INI GmbH hat nachgewiesen, dass derartige
Cellbeads® unter den Bedingungen eines konvektiven Flussigkleitstransports innertsalb eine
Makrokontainments ausreichend erndhrt werden und Uber lange Beobachtunsgzeitrdume die
Zellen vital bleiben.
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In vivo Validierung der Implantate:

Fur die mikroverkapselten mesenchymalen Stammzellen wurde die Biokompatloitith
Langzeitimplantation in das Rattenhirn und anschlie3end morphologische Analyse
nachgewiesen.

Ebenso konnte die Funktionalitat der Zellen nach Langzeitimplantation durch
Konzentrationsbestimmung von Endorphin im Liquor und Vitalitatsuntersuchung
explantierter Cellbeads ® nachgewiesen werden.

Schliel3lich konnte in einem Schmerzversuch die therapeutische Wirksamkeit plinzipi
gezeigt werden.

Wissenschaftlicher und technischer Stand:

Die intrathekale Opiodtherapie, durch kontinuierliche Infusion von Opiaten in den
Liquorraum wird heute angewendet zur Behandlung schwerer, sonst nicht beherrschbarer
Schmerzzustandesghi ET AL. 2000).

Zur Durchfuihrung dieser Therapie werden sogenannte ,Schmerzpumpen® implantieit, die m
Opiaten gefillt sind. Eine typische Spatkomplikation dieser Form der Schmepethista

eine gewohnungsbedingte Dosissteigerung von 1% bis zu 160% pro Woche. Hierdurch
kommt es in mehr als einem Viertel der Patienten zu gravierenden pharmakologische
Nebenwirkungen und Toleranzbildungen. Vor diesem Hintergrund wird auf die Bedeutung
von Forschungsanstrengungen zur Entwicklung neuer Substanzen fur die Behandlung des
.intractable pain“ auf intrathekalem Wege hingewieseenf=TTET AL.,2000). Von anderen
Autoren wird aus klinischer Sicht explizit die Entwicklung von Behandlungsformen mit
Zelltransplantaten zur intrathekalem Freisetzung von endogenen analgetiddioeenRaie
Endorphinen/Enkephalinen gefordertdlORTHES ET AL,2000).

Das Projekt konnte sich zum Zeitpunkt des Projektbeginns auf Ergebnisse anderer
Forschergruppe stitzen, die nachgewiesen hatten, dass

1.) zellulare Implantate die Endorphine in den Liquorraum freisetzen zur Schmegpather
geeignet sind und dass

2.) die Kapselung solcher Zellen in Hohlfasern maéglich sein sollte. (Review AebBcet
al.).

Wie bereits erwahnt, haben die experimentellen Ergebnisse des ProjektekSTagedsigt,

dass die bislang in der Literatur verwendete Verkapselungstechnik innerhalb von étohlfas
mindestens fir eine Langzeitimplantation nicht geeignet sind, da die gekapsditen Z

durch lange Diffusionsstrecken bedingt, nur unzureichend erndhrt werden und nekrotisieren.

Auch die bislang bekannten Verfahren der Mikroverkapselung kamen fir die
Projektdurchfiihrung nicht in Frage, da die Entfernbarkeit der transplantatiertemn stel
nicht gewahrleistet war.

Das im Projekt TENNIS entwickelt Konzept der Makroverkapselung von mikrogekapselte
Zellen vermeidet die Nachteile der Makroverkapselung in Hohlfasern und erlaubt die
Anwendung von mikroverkapselten Zellen in einer Weise, dass das Implantat jededert w
aus dem Empfangerorganismus entfernt werden kann. Dieses Konzept der
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Makroverkapselung von alginatgekapselten Stammzellen ist ein wesentligeesiErdes
TENNIS Projektes, die weitere Entwicklung dieser Technik wird durch das BMBF im
Rahmen eines neuen Verbundprojektes (ANCI) weiter gefordert.

Durch das Konzept eines Makrokontainments fir mikroverkapselte Zellen, konnte im Projekt
auf die von der Firma Cellmed AG entwickelte Mikroverkapselungstechnologie
zuruckgegriffen werden. Die Anwendbarkeit der fur klinische Zwecke von der Firrimagdel
hergestellten Cellbeads® wurde bislang fur verschiedenen Zelltypen gez=mjteddings

alle auf3erhalb des zentralen Nervensystems implantiert wurden. Im Projekiernsindals

die Implantation von Cellbeads® in das Nervensystem untersucht.

Als wesentliche Ergebnis hat das Projekt TENNIS die Machbarkeit eineshpisteiten
Implantats zur intrathekalen Schmerztherapie ergeben.

Allerdings konnte das Projekt tiber den Machbarkeitsnachweis hinaus noch keine flr eine
definitive klinische Anwendung notwendigen Ergebnisse vorlegen.
Fur eine zukinftige klinische Anwendung mussen

die Freisetzungsrate des Endorphin aus den Spenderzellen erhdht werden,
die Verfahren zur Regulierung der Freisetzung verbessert werden und

das neu entwickelte Konzept der Makroverkapselung von Cellbeads ® validiert
werden.

Eine Recherche der aktuellen Literatur zeigt, dass diese Punkte auch Thema andere
Arbeitsgruppen sind. Dabei stehen insbesondere Verfahren zur gentechnischen Mamipulati
der Transplantatzellen im Vordergrund, wobei auch die Frage der Regulierbarkeit de
Endorphinfreisetzung thematisiert wird (Winn SR & Emerich DF , Lee et al.qgifSatital. ,

Wu et al.).
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Zusammenarbeit mit anderen Stellen

Im Rahmen des Projektes gab es eine nicht redundante Arbeitsteilung: Das N&diéhrt
zellbiologischen Arbeiten durch, die Cellmed AG etablierte die Technik zur
Mikroverkapselung der vom NMI hergestellten Zellen, die INI GmbH flhrte die Asibeitr
Makroverkapselung durch und validierte die vom NMI hergestellten und von der CellMed
AG verkapselten Zellen tierexperimentell.

Die Partner des Konsortiums haben eine zielstrebige und planmalfige Abarbeitung der
Arbeitspakete ermdglicht. Das Projekt konnte planungsgemar durchgefiihrt werden.
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2. Eingehende Darstellung

Zusammenfassung der Ergebnisse

Im Rahmen des Projektes TENNIS wurden am INI

1.) Verfahren fur die Makroverkapselung gentechnisch modifizierter Zellen
untersucht und es wurde ein neuartiges Konzept fur die zusatzliche
Makroverkapselung von bereits mikroverkapselten Zellen entwickelt

2.) die Anwendungssicherheit und Langzeitstabilitéat von Cellbeads ® fir die
intrazerebrale Anwendung untersucht und

3.) die Wirksamkeit von humanen gentechnisch gentechnisch veranderten,
Endorphin sezernierenden mikroverkapselten Stammzellen untersucht.

Es wurde durch in vitro Versuche gezeigt, dass mikroverkapselte Stammzeitatgpla
(Cellbeads ®) mechanisch ausreichend stabil sind, um eine Langzeitinkubation unter den
Bedingungen eines konvektiven Flussigkeitstransport ohne Funktionseinschrankung zu
Uberstehen. Des weiteren kdnnen Cellbeads ® innerhalb eines Kontainments, welches aus
handelsublichen Zellsieben gefertigt wurde, kultiviert werden, ohne dass es zu einer
Einschrankung der Vitalitat der Zellen kommt. Damit wurde das Konzept einer
Makroverkapselung von Cellbeads® validiert.

Durch Langzeitimplantation in das Rattenhirn wurde gezeigt, dass die Cellbeads®es
sie intakt sind, zu keiner nennenswerten Gewebereaktion fuhren. Die Vitalitat und
sekretorische Funktion der Zellen bleibt auch nach Langzeitimplantation erhalten.

Im Tierversuch konnte schlief3lich die schmerzhemmende Wirkung eines biotechnischen

Implantats, bestehend aus vom NMI gentechnisch veranderten, Endorphin sezernierenden
humanen Stammzellen, die durch die Cellmed AG mikroverkapselt wurden, gezeigt.werde
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Eingehende Darstellung der Ergebnisse:

Makroverkapselung von gentechnisch modifizierter Zel len in Hohlfasern

Entsprechend dem dargestellten Wissenstandes bei Antragstellung des $?rogakén flr
die immunisolatorische Kapselung von Zellimplantaten zur Schmerztherapahkérfunter
Verwendung von Hohlfasern zur Anwendung.

Daher wurde im Projekt zunéchst ein Konzept fur die Integration von Elektroden in einer
Hohlfaser zur elektrischen Stimulation von Zellimplantaten entwickelt.

Untersuchungen zum Systemaufbau (Elektrodenintegration in Hohlfasg

Zur Kapselung der Zellen und zur Befestigung des bipolaren Elektrodensystems wurden
verschiedene VerschluBmoglichkeiten der Kapsel untersucht. Es wurden grundséglich z
verschiedene Verfahren, die Elektroden einzubringen, konzipiert (siehe Abb.).

Verschluss der Hohlfaser und Befestigung der Elektroden in der Hohlfaser:

Die einfachste Methode ist die thermische Verschweil3ung der Enden der Hohliétsts. M
den experimentell zuganglichen Verfahren konnten so allerdings nur die zu kapselnden
Zellen immunisolatorisch eingeschlossen werden, nicht jedoch konnten Elektroden an der
Hohlfaser befestigt werden.

Daher wurde , fur tierexperimentelle Belange ausreichend, der Verschlul3 derdviamd

die Verklebung von Elektroden mit Elastosil (medizinischer Silikonkleber), mesthiem
Knochenwachs und handelstblichen Acrylkleber (,Sekundenkleber®) untersucht. Letztere
Methode flhrte zwar zu einer guten Befestigung der Elektroden in der Hohlfaseabeatte
den zusatzlich durchgefuhrten histologischen Untersuchungen entsprechend, eine
zytotoxische Wirkung auf die gekapselten Zellen. Knochenwachs fiihrte zu keiner
ausreichenden Fixierung der Elektroden. Von den untersuchten Verfahren stellte sich die
Verklebung mit Elastosil als geeignet heraus.

Auf diese Weise konnten flr die tierexperimentelle Anwendung geeignete Int@lanta
hergestellt werden.
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Abbildung: Zwei Verfahren zur Integration von Elektroden zur Elektrostimulation von
immunisolatorisch gekapselten Zellen.

1. Setup

Platinelektroden (Auf3endurchmesser 40um) mit Glasfaserisolierung, Fa. TheowadiRy;
eingeklebt mit Elastosil.

2. Setup

Hohlfaser mit AuRendurchmesser 500um mit teflonisoliertem Platindraht (Fa.
Innomed)verschlossen.
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Messplatz zurin vitro Elektrostimulation:

Far die in vivo Elektrostimulation der vom Projektpartner NMI hergestellten
elektrostimulierbaren Zellen wurde ein Messplatz konzipiert, um so Stimulatoeiakolle
entwickeln zu kénnen. Hierzu wurden Neuro 2a Zellen unterschiedlichen
Stimulationsverfahren ausgesetzt und zur Untersuchung der Zellschadigung durch die
Stimulation der Anteil abgestorbener Zellen bestimmt.

Der Mel3platz wurde entsprechend einen Aufbau von Brevet et al. (1976) konzipiert. Der
Aufbau bestand aus einer 24er well-plate, in der die einzelnen Wells Gber Agarbriicken
verbunden wurden. In den ersten bzw. letzten well einer Reihe wurde eine Napfelektrode
(Silber-Silberchloridelektroden), die mit der Stimulatoreinheit Gber einen Adeptbunden

war, eingebracht.

MCS5

QOO0
(D LI L)
00000 O

Die Stimulation der Zellen erfolgte mit Hilfe des MultichanMEEAG0-Systems (MCS).
Insgesamt wurden 6 Stimulationsprogramme geschrieben, die einda&tim mit 5, 10,
20 und 50 Hz erlaubten. Als Stimulationsstarke wurde der Bereich von 280MisA
ausgewahlt.

Anteil toter Zellen in Prozent

204

104

tote Zellen in Prozent

Kontrolle 800 pA 600 pA 400 HA 200 pA 80O HA 600 HA 400 PA 200 pA
| "Balkoviec 50 Hz" | | "Balkoviec" |

Versuchsgruppen

Vergleich des prozentualen Anteils toter Zellen\sgischiedenen
Stimulationsparametern. Dargestellt sind Mittelwenrtit der Standardabweichung.

Nachdem diese in vitro Versuche die Funktionalitdit des Messptszeigt hatten,
wurden im Projektverlauf zunachst die Fragen der Verkapselung bearbeitet.
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Untersuchungen zur Vitalitdt von in Hohlfaser gekapselten Zellen:

Es wurden Versuche zur Verkapselung der Zellen in PES-Hohlfadenmembran (Firma
Membrana GmbH) durchgefihrt. Die Membran hat ein MWCO (Molecular Weight Cut Off
von 56 KD und sollte somit eine Versorgung der Zellen mit Sauerstoff und N&hrsubstraten
sicherstellen.

In den Experimenten konnte gezeigt werden, dass die Verkapselung von Neuro 2a Zellen
Uber einen Zeitraum von 1 Woche mdoglich ist, ohne dafl’ es zu einem wesentlichen
Zelluntergang kommt. Nach 3 Wochen aggregieren die Zellen zur Membranwand, im
Zentrum der Kapsel lagert sich Zelldetritus ab.

Abbildung: Langsschnitt durch eine PE Hohlfaser mit Neuro 2a Zellen nach dreiwdahiger
vitro Kultur. Deutlich erkennbar ist der innere Bereich der Faser, der mit Zeildegefillt
ist im Unterschied zum Randbereich, in dem sich noch intakte Zellstrukturen finden.

Auch die Langzeitkultivierungen von Neuro2A Zellen in PES-Hohlfadenmembranen

(0,525 mm Innendurchmesser) tber einen Zeitraum von 2, 3 und 4 Monaten bestétigten diese
Ergebnisse: Dabei wurde, entsprechend den Vorversuchen mit 3 Wochen Kulturzeit, der
nekrotische Kern im Inneren der Hohlfadenmembranen Uber die Zeit zunehmend grél3er und
die aus lebenden Zellen bestehende &uf3ere Schicht nahm ab. Nach 4 Monaten waren
praktisch keine lebenden Zellen mehr vorhanden.
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Abbildung: Zelldetritus nach 4 Monaten Verkapselung von Neuro 2a Zellen in PE Hohlfaser
in Kulturmedium

Um sicherzustellen dass diese Ergebnisse nicht durch spezielle Stoffeajersder
verwendeten PE Hohlfaser (Membrana AG) bedingt waren, wurden zusétzlich
Untersuchungen mit einer PE Hohlfaser des GKSS Forschungszentrum Geesthdaht, Ins
fur Chemie (Prof. Lendlein) durchgeftihrt. Deren Innendurchmesser lag bei 1mm und der
max. Porendurchmesser bei 10 um. Allerdings fanden sich auch hier &hnliche Ergebnisse
beziglich der Langzeitstabilitdt der gekapselten Zellen

Auch die Verwendung von humanen mesenchymalen Stammzellen, die keine wesentliche
Proliferation aufweisen, anstelle der Neuro 2a Zellen zeigte &hnliche &esult

Eine kritische Durchsicht der Literatur ergab zum damaligen Zeitraum, @éses dth&dnomen
auch von anderen Untersuchungsgruppen berichtet wurde, wenngleich die
Hohlfaserverkapselung grundsatzlich weiterhin als Methode zur Makroverkapselung von
Zellen propagiert wurde. (siehe z.B. Aebischer et al. 1991 und 1988). Unsere Befunde
entsprechen aber denen von Saitoh et al. 1995 und Hagihara et al. 1997.

Diese experimentellen Untersuchungen ergaben, dass die urspriiechl konzipierte
Verkapselungsmethodik flr eine Langzeitimplantation nicht geeignetvar.
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Makroverkapselung von mikroverkapselten Zellen

Cellbead® Technologie

Es wurde daher ein alternatives Verkapselungsverfahren konzipiert und zwar tber die
Mikroverkapselung der Zellen in Alginat. Hierzu wurde auf das von der Firma Cellmed
entwickelte Verfahren (Cellbead ® Technologie) zurtickgegriffen. Cellbeads ®&ewur
bislang fur Erkrankungen und Implantationen auf3erhalb des ZNS, z.B. fiir den Diabetes
mellitus, entwickelt. Der Herstellungsprozess erfillt die Anforderungenktieslken
Arzneimittelgesetzgebung.

Sauerstoff
Nahrstoffe AIinat Matrix

etisch modifizierte Zellen

therapeutisc 'ﬁk

Wirkstoff keine
% |mmunantwort

Cellbead® Technologie: Allogene Zellen werden genetisch modifiziert, so ddgmnstitutiv

oder auf pharmakologische Induktion Endorphine sezernieren. Diese Zellen werden in Alginat
polymer-verkapselt, so dass sie vor der Abstol3ungsreaktion des Empfangerorganismus
geschutzt sind. Die Polymerkapsel erlaubt aber den Durchtritt von Sauerstoff untbif&ihrs

und den Austritt von Endorphin. Die Zellkapseln (Cellbeads ® ) haben einen Durchmesser
von 400-800 pm.

Fur die zukunftige klinische Verwendung von Cellbeads ® musste ein Konzept erstellt
werden, welches die risikolose Implantation der Cellbeads ® in das ZNS erlaubt.
Insbesondere musste die freie Verteilung der ja nur 400-800um im Durchmess&ideresse
Cellbeads im Liguorraum verhindert werden, dartiberhinaus sollte das Implantat fuilden Fa
von Nebenwirkungen vollstandig entfernbar sein.

Im Projekt wurde daher ein innovatives Konzept der Makroverkapselung von Cellbeads ®
entwickelt.
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Konzept der Makroverkapselung der Cellbeads ®

Um die Cellbeads am Implantationsort zu halten sowie um eine leichte Entfernarke
implantierten Cellbeads zu gewahrleisten, ist ein dul3eres Kontainment notviiemdig
Konzeption des Kontainments wurden Literaturstudien und Patentrecherchen durchgefihrt.
Hierbei zeigte sich, dal} semipermeable Membranen als Material fir eime Kafsel nicht
geeignet sind, da aufgrund der langen Diffusionsstrecken eine Ernahrung der intprantier
Zellen nicht gewahrleistet ist. Basierend auf eigenen Versuchen und dem ioteieat

Stand des Wissens wird ein neues Verkapselungskonzept fir intrathekale Implantate
vorgestellt, welches die Vorteile der Mikro- und Makroverkapselung vereint: @d#iige
werden in einer &ul3eren Kapsel implantiert, welche jedoch nicht mehr aus serbiperme
Membranen, sondern aus einem eher grobmaschigen Netz besteht. Dieses Ne &ird wi
Teebeutel gefaltet und enthéalt die Endorphin produzierenden Zellen. Zur Elektrostimulat
werden Platinelektroden eingewebt. Durch die grobmaschige Netzstruktur komroh es na
Implantation in den Liquorraum innerhalb des Beutels zu einem konvektiven Flow, welcher
die Ernéhrung der Cellbeads® uber den Liquor erméglicht. Das Kontainment wird flir die
endoskopische Implantation in das Ventrikelsystem dimensioniert.

Gewebtes Netz aus titanbeschichtetem Verbundwerksfoff

—

Das Netz wird wie ein Teebeutel gefaltet und enthalt die Endorphin produzierenden
Zellen. Zur Elektrostimulation werden Platinelektroden eingewebt.

Endoskopische Implantation
ins Ventrikelsystem
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Experimentelle Validierung der Konzeptes zur Makroverkapselung von Cibeads®

Zur Validierung des Konzeptes musste zunachst untersucht werden, ob die Cellbeads®
mechanisch ausreichend stabil fir eine Makroverkapselung sind und ob eine ausreichende
Ernahrung der gekapselten Zellen durch den konvektiven Flow innerhalb eines
Makrokontainments mdglich ist.

Es wurde daher in vitro die Vitalitdt und Stabilitéat der Cellbeads ® unter den Bedingunge
eines bewegten Kulturmediums und nach Einkapselung in ein Zellsieb untersucht.
Verwendet wurden fur diese Versuche mikroverkapselte GLP-1 sezernierende humane
mesenchymale Stammzellen (CellBeads® mit hTERT-MSC Zellen, Chamgcineung
CellMed AG: CB005.)

Um eine Konvektion innerhalb des Zellkulturmediums zu erzielen, wurde dieses innerhalb
einer Kulturflasche entweder durch einen Taumelschttler (Vari Mix, FiBaaistead
International) oder durch einen Magnetruhrer (Elektronikriihrer Mono, Firma: Varjomag
langsam bewegt. Dabei wurde innerhalb der Kulturflasche eine Stromung erzkhgt dve
Cellbeads pro Minute 3* im Kreis drehten bzw. im Taumelschuttler pro Minute 3* von einer
Seite auf die andere gekippt wurden. Der Taumelschttler fuhrt zu einer glesaenés
Flussigkeitsbewegung als der Magnetrihrer, der lokale Flissigkeitswirloal diem
Magnetrihrer erzeugt.

Fur eine Makroverkapselung wurden Cellbeads® in zwei miteinander verklebten
handelsiubliche Zellsieben kultiviert.

Herstellung des Cellbeads® Kontainer durch Zusammenkleben (Kleber: Elast3siF&.
Wacker) von zwei Zellsieben (BD BIOSCIENCES, Porengrof3e von 100 um).

Die Maschengrof3e erlaubt einen freien Durchtritt von Flussigkeit, verhindert jedoch da
Austreten von Cellbeads.
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Folgende Versuchsgruppen wurden untersucht

CO:CellIBeads® ohne Makrokontainer in konventioneller Zellkultur

CK: CellBeads® in Hohlfaser (GKSS Ex 205)

COT: CellBeads® ohne Makrokontainer, Konvektionszellkultur , Taumelschittler
CCS:CellBeads® in Zellsiebkontainer, Konvektionszellkultur, Spinnerflasche
COL.: CellBeads® ohne Makrokontainer, Liquor

CCT:CellBeads® in Zellsiebkontainer, Konvektionszellkultur , Taumelschittler

Die Zellen wurden am Tag 0,7,14 und 26 auf Vitalitdt und untersucht.

Gruppe CO: CellBeads® wurden hier konventionell kultiviert. Es wurden ca. 50 CellBeads®
in ein 24er well gegeben, 3 wells pro Zeitpunkt. Mediumwechsel erfolgte am Montag,
Mittwoch und Freitag.

Gruppe CK: Die Cellbeads wurden in Hohlfadenmembranen aus Polyethersulfon (GKSS)
eingebracht, der Hohlfaden wurde an den Enden mit Elastosil verschlossen. Die
Hohlfadenmembranen haben einen maximalen Porendurchmesser von 10um, der
Innendurchmesser liegt beil000 um. Die Lange der Kapseln betragt 2 cm. Vorbehandlung der
Makrokapseln: Die Kapseln wurden fur eine Stunde in 100 % EtOH und danach 5 x fur je
eine Stunde in Aqua dest. gewaschen. Anschliel3end wurden sie in Aqua dest.
plasmasterilisiert. Erst dann erfolgte unter der Sterilbank die BefullungOn@ellBeads® .
Mediumwechsel erfolgte am Montag, Mittwoch und Freitag.

Gruppe COT: Die mikroverkapselte Zellen wurden innerhalb eines durch Taumelschiittle
leicht bewegten Mediums langzeitkultiviert. Es wurden in eine 25 cm2 Flasche je 150
CellBeads® gegeben. Fir jeden Versuchszeitpunkt wurde eine Flasche angelegt.
Mediumwechsel erfolgte am Montag, Mittwoch und Freitag.

Gruppe CCS: Die Zellsiebcontainer wurden mit 150 CellBeads® gefillt. Je 3
Zellsiebkontainer wurden in 200 ml Medium schwimmend in einem Glaskolben kultiviert.
Das Medium wurde mit Hilfe eines Ruhrfisches so bewegt, dal3 sich die Zellsiebkonta

Kreis bewegten und somit mit Medium durchstromt wurden. Der Glaskolben selbst wurde im
Inkubator unter Zellkulturbedingungen gehalten Mediumwechsel erfolgte am Montag,
Mittwoch und Freitag.

Gruppe COL untersuchte die Auswirkung von Liquor als Medium auf die Vitalitat der
CellBeads® . Es wurden ca. 50 CellBeads® in ein 24er well gegeben, 3 wells pro Zeitpunkt.
Liguorwechsel erfolgte am Montag, Mittwoch und Freitag.

Gruppe CCT: Die Cellbeads wurden im Zellsiebkontainment in einer Kulturflas€he a
einem Taumelschttler kultiviert. Kulturparameter wie bei CCS.
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Ergebnisse:

Fur die Vitalitdtsmessung wurden nach Inkubation unter den beschriebenen
Kulturbedingungen von allen Ansétzen ca. 50 CellBeads® in eine konventionelle Zellkultur
Uberfuhrt. Die Zellsiebkontainer und die Hohlfasern wurden hierzu geéffnet und die
CellBeads® entnommen. Zur Bestimmung der Vitalitat der Cellbeads wurde eine
Vitalitatsmessung mit Alamar Blue und eine DAPI Farbung durchgefuhrt.

Vitalitat (Alamar Blue) GLP CellBeads CB005
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Versuchszeitpunkte

Ergebnisse der Alamar Blue Farbung:

Als Redox Indikator farbt Alamar metabolische Zellprodukte. Der Farbwechseéwnittels
ELISA Reader gemessen. Die Werte der Gruppe CO am Tag 1 wurden gleich 10@% geset

Bereits nach 7 Tagen Kultur sind die Werte fur die Hohlfaserverkapselung (CKpidiees
Flask Kultur (CCS) auf nahe 0 abgesunken, auch die Liquorkultur zeigt sehr niedrige Werte

Uber den gesamten Versuchszeitraum sind, gemessen an der konventionellen Zellkaltur (
ohne Makrokapselung und ohne Konvektion), die Werte fiir die Zellkultur mit Konvektion
durch Taumelschuttler am besten. Die Gruppen mit und ohne Zellsiebkontainer unterscheiden
sich dabei nicht. (Durch einen technischen Fehler konnten die Kulturen in Zellsieb auf
Taumelschittler am Tag 26 nicht ausgewertet werden).

Diese Ergebnisse deuten insgesamt auf eine mechanische EmpfindlichkeitlbadSaind
der gekapselten Zellen hin, welche durch einen zu starken konvektiven Fluss, wie in der
Gruppe CCS, geschédigt werden. Aul3erdem zeigt sich auch hier, dass die allei@garify
der in Hohlfasermembranen makrogekapselten Cellbeads (CK) per diffusionem nicht
ausreicht. Die Ergebnisse der Liquorkultur lassen sich durch eine unzureichende
Néahrstoffversorgung erkléaren, da der Liquor nicht regelmafiig gewechselt werdes. konnt
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DAPI Farbung:

Konventionelle Kultur (CO)
Tag 1: Normale Zellen mit
homogen angeféarbten
Zellkern

Konventionelle Kultur (CO)
Tag 14: Bild weitgehend wieg
am Tag 1.

Hohlfaserverkapselung (CK
2Tag 14: apoptotische Zellen
mit kondensierter DNA

Zellsiebkontainer,
Taumelschiittler (CCT) Tag
14, weitgehend normale
Zellen

Spinner Flask (CCS) am Ta(
14: Uberwiegend
Zelltrimmer

jLiquorkultur (COL) am Tag
14: Nur noch vereinzelt
intakte Zellen

Die DAPI Farbung (364 nm Fluoreszenzanregung, x400) zeigt allein fur die
Makroverkapselung mittels Zellsiebkontainer in Konvektionzellkultur vergleichbare
Ergebnisse wie die konventionelle Kultur.

Diese Ergebnisse belegen, durch in vitro Untersuchungen das Pripzier
Makroverkapselung von Cellbeads innerhalb einem feinmaschigen Netz.
Diese in vitro Experimente belegen somit das oben beschriebene , Teebeutel* Konzept

experimentell.

Damit liegt nun eine Methodik vor, welche es erlaubt mikroverkapselte Zellen in einer
klinischen Anwendung sicher in das Liquorsystem zu implantieren, da das Kontainment
jederzeit die Entfernung des Implantats erlaubt und eine freie Fluktuation dezadisl|
innerhalb des Liquorsystems verhindert wird.
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Biokompatibilitdt und Funktionalitat von Cellbeads® nach
Langzeitimplantation in das ZNS

Um Biokompatibilitat und Stabilitat der Cellbeads® zu beurteilen, wurden diese flr
unterschiedliche Zeitrdume stereotaktisch in das Rattenhirn implantiettidbologische
Beurteilung der entnommenen Hirne erfolgte durch Kryoeinbettung oder durch
Paraffineinbettung, jeweils mit anschlieRender H.E.-Farbung.

Implantationstechnik:

Die CellBead® wurden stereotaktisch implantiert. Ziel der OP war die Platzierung der
CellBead§ in einer Weise, dass sie zwar intrazerebral, aber durch Eréffnung des
Ventrikelsystem in Kontakt zum Liquorraum, eingebracht wurden. Folgende stersaitakti
Koordinaten fir die Implantation im Stereotaktischen Haltesystem (SAS 4120, ASI
Instruments) erwiesen sich als geeignet: Bregma als Bezugspunkt: 2 mropdstam
lateral, 6 mm ventral.

Plazierung der narkotisierten Ratte im Stereotakter

Beurteilung von Cellbeads® vor Implantation

Um sicherzustellen, dass die Cellbeads® denTransport von der Cellmed AG zum INI
unbeschadet Uberstanden, wurden die Cellbeads® Chargen vor jeder Implantation
orientierend morphologisch beurteilt.

Zur Beurteilung der Vitalitat der Zellen wurde eine Farbung mittels Trypanivid
Neutralrot durchgefihrt. Kriterien waren neben der Vitalitat der Zellen audhtdieheit der
Kapselstrukturen mit einem inneren zellgefullten Kern und einer aul3erenieelHtélle. Es
wurden nur einwandfreie Cellbead® Chargen implantiert.
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Trypanblaufarbung, nativer Cellbead® MjiNeutralrot. Mit dieser Methodik werden
dieser Farbung werden nicht vitale Zellenlebende Zellen nach pH Umschlag rot

blau gefarbt. Man erkennt in diesem Fall| angefarbt. Man erkennt in diesem Fall

nur vereinzelte gefarbte Zellen. Ein solcheahlreiche gefarbte Zellen. Ein solcher
Cellbead® wurde als intakt beurteilt. Cellbead® wurde als intakt beurteilt.

Neuro 2a Zellen

Es wurden endorphinsezernierende Neuro 2a Zellen, die vom NMI hergestellt wurden und
von der CellMed AG mikroverkapselt wurden, in vivo nach Langzeitimplantation untersucht.

Hierzu wurden gekapselte Neuro 2a Zellen mit der oben beschriebenen Methodik intplantier
und die Versuchstiere nach 1 bzw. 4 Wochen transkardial perfusionsfixiert. Es wurde 20
Mikrometer dicke Gefrierschnitte angefertigt, eine HE Farbung und
fluoreszenzmikroskopische Auswertung durchgefiihrt . Bei einem Teil der Vergsuehsti

wurden unmittelbar vor der Perfusion Liquorproben zur Bestimmung der
Endorphinkonzentration entnommen.

Beta Endorphingehalt im Liquor
450
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400
g 350
S 300
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Versuchsgruppen

Sowohl nach 1 (VZ 7) als auch nach 2 Wochen (VZ 14) Implantation findet sich eine
Endorphinkonzentration im Liquor, die, entsprechend der Literatur, therapeutisch wirksam
sein konnte. Allerdings nimmt die Endorphinkonzentration im Liquor mit der
Implantationszeit ab.
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Morphologische Befunde:
Implantationszeit 1 Woche

Intraventrikular liegender Cellbead® Die AusschnittsvergrofRerung laRygedigate
(Spharoide) als Zeichen der Zelldegeneration in den
Cellbeads ® erkennen.

Die DAPI Farbung zeigt innerhalb der Sphéroide
nicht mehr regelmé&Rig vitale Zellen.

Implantationszeit 4 Wochen

Nach 4 Wochen |a3t sich der Die Vergrol3erung laRi3t eine gesprengte
intraventrikulér liegende Cellbead® | Kapselstruktur sowie nekrotische Zelltrimmer
nur noch schemenhatft erkennen. erkennen.

Die DAPI Farbung zeigt nur noch vereinzelt vital
Zellen innerhalb des Cellbeads®

117
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Nacheinwdchiger Implantation bilden sich in den Cell Beads Zellaggregate (Sphéaroide),
mittels DAPI Farbung liel sich die Vitalitat der gekapselten Zellen nasénve
Nachvierwdchiger Wochen Implantation findet sich eine Schwellung der Cell Beads, die
aulRere Hulle ist nicht mehr nachweisbar, die gekapselten Zellen sind entsprechi2ABIder
Féarbung grofdtenteils avital.

Schluf¥folgerungen:

Intakte Cellbeads finden sich bei Kapselung von Neuro 2 Zellen in Cellbeads® nur
fur 2-3 Wochen

Neuro 2a Zellen fihren zu einer Kapselsprengung der Cellbeads spatestens vier
Wochen nach Implantation. Allerdings zeigen sich schon nach einer Woche
Implantation Schadigungsmuster, die sich in der Ausbildung von Zellaggregaten
(Spharoiden) manifestieren Diese Befunde kdnnen durch die anhaltende
Zellproliferation der Neuro2a Zellen erklart werden.

Sowohl nach 1 als auch nach 2 Wochen Implantation findet sich eine
Endorphinkonzentration im Liquor, die, entsprechend der Literatur, therapeutisch
wirksam sein konnte. Allerdings nimmt die Endorphinkonzentration im Liquor mit der
Implantationszeit ab, dies entspricht den morphologischen Befunden einer mit der
Implantationszeit zunehmenden Zellschadigung.

Diese Befunde legen die Verwendung von weniger stark proliferierenden Zellen (z.B.
humane mesenchymalen Stammzellen) nahe. Fir Kurzzeitversuche zum Nachwevsvder
Elektrostimulierbarkeit der Endorphinsekretion kénnen die Neuro 2a Zellen jedoch verwendet
werden.
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Humane mesenchymale Stammzellen

Im Projekt wurden die weiteren Arbeiten nun mit humanen mesenchymalen Stammzelle
fortgefuhrt, um die Biokompatibilitdt der Cellbeads® fur Anwendungen im ZNS
nachzuweisen.

Als Modellzellen wurden mesenchymale Stammzellen humanen Ursprungs (hMSC’s)
verwendet, da diese Zellen den Vorteil haben nach Enkapsulierung nicht weiter zu
proliferieren. Verwendet wurden schlie3lich mikroverkapselte GLP-1 sezrdeeMSC
(CellBeads® mit hnTERT-MSC Zellen , Chargenbezeichnung CellMed AG: CB005.)

GLP-1 sezernierende Zellen wurden deswegen verwendet, weil zum damaligemideit

noch keine Endorphin sezernierenden Stammzellen zur Verfigung standen und zur Frage der
Vitalitdt und Funktionalitat von Cellbeads® nach Langzeitimplantation ein Marbeageht

wurde. Die Cellbeads® waren zur besseren Visualisierung in ihrem Kern mit Gikdelpar
markiert.

Biokompatibilitat

Ziel dieser Untersuchung war die Beurteilung der intrazerebralen Vertiéglt des
Alginates und der gekapselten humaner Stammzellen im ZNS.

Fur eine Versuchsdauer von 8 Wochen wurden (Gruppengrof3e n=6) leere CeliBelads
Implantate mit einer xenogenen Zelllinie (hMSC) bei sowohl immundefizienten
(RNU/Ztm) als auch immunkompetenten Versuchstieren (BD IX/Ztm)

intrakraniell implantiert und histologisch anhand H.E.-gefarbter Gefriersehnit
lichtmikroskopisch ausgewertet.

Bei einem Teil der Tiere wurde eine direkte Explantation der CellBeatbumaner
Stammazelllinie aus dem Gehirn vorgenommen. Nach einer morphologischen Beurteilung
wurden die Explantate durch den Hersteller auf ihre Vitalitat untersucht.

Ergebnisse:

Bei mikroskopischer Betrachtung der in dashirngewebeimplantierten CellBeadsiesen
sowohl die leeren als auch die humane Stammzellen enthaltenden Implantate deutliche
Cavitaten im Bereich der auReren Alginatkapsel auf, deren Alginatantedmgisth nur
unvollstandig dargestellt werden konnten. Der innere, Goldpartikel enthaltende Core der
leeren CellBeadzeigte sich meist deformiert, wahrend der Zellcore der xenogenen Zelllinie
meist vollstandig, zentral und gleichmaf3ig grof3 dargestellt werden konnte. Dagandé
Gewebe war charakterisiert durch eine gut erhaltene Neuronenstruktur ohne Aushildung e
Gliareaktion. Vereinzelt konntegelbliche Aggregate als Produkte des Hamoglobinabbaus in
der Umgebung der Implantate beobachtet werden.

Bei den immunkompetenten Tieren wurde eine geringe Kapillarvermehrung mit
leichtgradiger Hyperamie in der Umgebung der CellBeads ® festgestitemd eine
Implantation bei den immundefizienten Tieren mit keinerlei Kapillaraktiviendey

vaskularer Einsprossung verbunden war. In den Bereichen um die Implantate zeigteesich ei
endotheliale Auskleidung der durch die Implantation entstandene Hdohle.
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Sowohl bei dem immundefizienten als auch bei dem immunkompetenten
Rattenstamm wurden zudem keine geweblichen Anzeichen einer mdglichen
akuten oder chronischen Abstof3ungsreaktion durch entzindliche Infiltrate oder
fibrotische Verdnderungen festgestellt. Dies spricht fur eine durch die etintges
Verkapselungstechnik gesicherte Immunabschirmung der Implantate.

Histologische Darstellung von CellBead® im Gehirngewebe (H.E.)
nach einer Implantationsdauer von 8 Wochen bei 100facher
(A/C: Messbalken 100 um) und 400facher VergréRerung (B/D: Messbalken 25 um)

A/B: Intraparenchymale Implantation leerer CellBeads® in der Nahe

des rechten Seitenventrikels bei einem immunkompetenten Rattenstamm
(BD IX/Ztm), geringgradige implantationsbedingte Einblutungen (Pfeilitsar
ohne Anzeichen einer Abstof3ungsreaktion (A), innerhalb der Hohlenbildung
Goldpartikel und Kapselreste erkennbar (B)

C/D: Intraparenchymale Implantation von CellBeads®xenogener Zelllinie
bei einem immundefizienten Tier (RNU/Ztm), ohne enziindliche Infiltration
oder Kapillaraktivierung (C), epitheliale Auskleidung der Implantationshéhle
(Pfeil) und vollstandiger, geformter innerer Zellcore sichtbar (D)
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Histologische Darstellung von CellBeads@n Gehirngewebe (H.E.)

nach einer Implantationsdauer von 8 Wochen bei einem immunkompetenten

Tier (BD IX/Ztm) mit xenogener Zelllinie (hMSC) bei 100facher

(A/C, Messbalken 100 pm) und 400facher Vergrof3erung (B/D, Messbalken 25 pm)
A/B: Intraparenchymale Implantation, 2 CellBeads® mit fast vollstandigearen
Zellcore erkennbar, geringgradige Hyperamie am oberen Rand der Implantatienshéhl
(Pfeile) mit verstéarkter vaskularer Blutfille, keine Anzeichenregméziindlichen
Infiltration oder Fibrosierung nachweisbar

C/D: Intraparenchymale Implantation, ohne Anzeichen einer AbstofRungsreaktion
(C), auRRere Alginatkapsel (Pfeil) und innerer Zellcore darstellbar (D)
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Bei den histologischen Untersuchungen der inrdehten Seitenventrikel
implantierten CellBeadsvaren diese bevorzugt an der Wand des Ventrikels oder in
Anlagerung an das Ependym der Plexus chorioidei auffindbar.

In den histologischen Betrachtungen erwies sich der innere Core der
leeren und der xenogenen CellBesaals meist unvollstandig und verformt.

Hinsichtlich der Umgebungsreaktionen konnten in Bezug zur
intraparenchymalen Implantation keine abweichenden Befunde gestellt werden.

Histologische Darstellung von CellBeads im rechten Seitenventrikel (H.E.)

nach einer Implantationsdauer von 8 Wochen bei einem immunkompetenten (A)

und einem immundefizienten Tier (B) bei 400facher Vergré3erung, Messbalken 25 pum
A: CellBead® mit xenogener Zelllinie (hnMSC) Alginatkapselreste und uné&aligger
innerer Zellcore sichtbar

B: Leerer CellBead® mit deformiertem Core, Goldpartikel und Alginataneskennbar.
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Explantation der CellBeads® nach Langzeitimplantation

Von den jeweils 10 pro Tier verabreichten CellBeddasinten bei der
Explantation aus 3 immunkompetenten Tieren (BD IX/Ztm) 9, 7 und 6, bei der
Entnahme aus 2 immundefizienten Tieren (RNU/Ztm) 5 und 10 Implantate mit
xenogener Zelllinie (hnMSC) gewonnen werden.

Die Implantate waren bei der Entnahme schwierig aufzufinden und zu
entnehmen. Bei einer lichtmikroskopischen Betrachtung in-toto zeigten sie
keinerlei morphologische Veranderungen. Die CellBeadssen strukturell
einen gleichméafigen, vollstandigen inneren Zellcore, eine stabile Konsistenz
und eine intakte &uf3ere Alginatkapsel auf.

Zur Beurteilung der Vitalitat und Funktionsfahigkeit wurden die gewonnenen
Explantate in einem Versandmedium an den Hersteller (Cellmed AG) versdhid&t
Abbildung sind exemplarisch lichtmikroskopische Ansichten der explantiertenc@diB
dargestellt.

Lichtmikroskopische Darstellung explantierter CellB eads®
nach Langzeitimplantation von 8 Wochen bei 50facher (A, Messbalken 50 um) und
100facher Vergrol3erung (B, Messbalken 25 pm)

Die Vitalitatsuntersuchung der durch Explantation gewonnenen CellB®ads

xenogener Zelllinie erfolgte durch die Cellmed AG anhand einer dualen Fluorestbode
Jeweils 1 explantierter CellBeaalus jedem der 5 Versuchstiere, bestehend aus 2
immundefizienten (RNU/Ztm) und 3 immunkompetenten Tieren (BD IX/Ztm), wurde mit
dem Fluoreszenzfarbstoff SYBR Green in Kombination mit Propidiumjodid angeféaebt. Di
Auswertung wurde mit einem Fluoreszenzmikroskop vorgenommen. Als Merkmal der
Vitalitat galt eine grtnliche, fluoreszierende durch SYBR vermitteltekdaung der
verkapselten Zellen, wahrend sich tote Zellen durch Propidiumjodid rot darstellten.

Im Rahmen der Untersuchung konnte sowohl bei dem immundefizienten als auch bei dem
immunkompetenten Rattenstamm eine hohe Vitalitat der verkapselten humanen 8kammz
nach einer Langzeitimplantation von 8 Wochen nachgewiesen werden. Bei allen Tieten wur
bei 98% der verkapselten Stammzellen innerhalb der CellBeaus SYBR-positive

Reaktion beobachtet.
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Nachweis der Funktionalitdt nach Langzeitimplantation

Der Nachweis der Freisetzung des Glucagon-like Peptide-1 nach der Implantedn G
sezernierender CellBeadsfolgte durch die Untersuchung der nach 4 und 8 Wochen
gewonnenen Liquorproben mittels eines ELISA (GLP Active ELISA, Biotrend).

Im Rahmen der Untersuchung konnten ftr alle 10 mit GLP-1 behandelten Tiere eine
Wirkstofffreisetzung nach 4 und 8 Wochen bewiesen werden. Nach einer Implantationsdauer
von 4 Wochen wurden Proteinkonzentrationen zwischen 12,4 und 21,8 pM gemessen, im
Mittel lagen sie bei 17 pM. Nach 8 Wochen konnten GLP-1-Konzentrationen zwischen 6,9
und 12,2 pM mit einem Mittelwert von 9,7 pM bestimmt werden.

GLP Konzentration im Liquor
25 21,8
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beads Liquor

Ubersicht der Ergebnisse der Liquoruntersuchung

Auf der y-Achse ist die GLP-1-Konzentration im Liquor in pM angegeben

Auf der x-Achse sind die Tiernummern festgehalten

Mit Hilfe des Kontroll-Liquors der Versuchsgruppe | (Kontrolltiere) wurde nach
Zugabe von 10 pM GLP-1 die Wiederfindungsrate des Proteins im Liquor untersucht.
MW steht fir die Mittelwerte der gemessenen Wirkstoffkonzentrationen mit durch
Fehlerbalken gekennzeichneten Standardfehler.

Im Rahmen der Biokompatibilitatsuntersuchung konnte somit festgestellt werdemadas
einer Langzeitimplantation von CellBeadsy@ch 8 Wochen weder bei den immundefizienten
noch bei den immunkompetenten Tieren Nebenwirkungen am Implantationsort in Form einer
Absto3ungsreaktion erkennbar waren. Aufgrund der nachgewiesenen Stabilitat der
Alginatkapseln und Vitalitat der verkapselten Stammzellen nach der Impbenkainn von

einer gesicherten Wirkstofffreisetzung ausgegangen werden. Anhand der sst@aogi
morphologischen und funktionellen Untersuchungen wurde die zerebrale Biovertraglichkeit
des Alginates und die Eignung des Einsatzes verkapselter, humaner Stammzellen im
Zentralen Nervensystem bestatigt. Basierend auf diesen Befunden wurden nun
endorphinsezernierende Stammzelllinien, die vom NMI hergestellt wurden von dee@ell
AG verkapselt.
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Implantation humaner, endorphinsezernierender mesenchymaler Stamzellen
Endorphin sezernierende Zelllinien:

Durch den Projektpartner NMI wurden verschiedene gentechnisch veranderte hNMSC-TERT
Zelllinien hergestellt. Diese wurden mittels 3-Endorphin RIA auf 3-Endorphin im
Zellkulturiberstand nach 24 -stiindiger Inkubation analysiert. Es wurde jeweils ldehZel

am Ende des Versuchs bestimmt. In der unten stehenden Tabelle sind die Ergebnisse
zusammengefalit.

Zelllinie Konstrukt |Zellzahl |B-Endorphin IR pg 3-
(pg/m) Endorphin
IR/ 8X10°
Zellen in
1h
hMSC- unverandery 7,16E+05 unter
TERT Nachweisgrenze
CQX193 |Vektor 1,06E+0¢ unter
Nachweisgrenze
CQX194 | Vektor 1,223+0 unter
Nachweisgrenze
CQP189 |POMC 1,12E+0¢ 44,6 13415
CQP190 | POMC 1,43E+06 57,3 13486
CLA191 |Fusion1l |1,03E+0¢ 27,0 8831
CLA192 |Fusion 1 7,91E+05 29,7 12631
CMB187 |Fusion2 |9,18E+0: 30,0 10992

Tabelle:hMSC-TERT; Ausgangszelllinie (telomerase-immortalisiertdlided aus humanem
Knochenmark), Vektor; pQCXIN (BD Bioscience Clontech), POMC; humane
Praproopiomelanocortin cDNA im Expressionsvektor pQCXIN, Fusion 1; Fusionskonstrukt 1
aus Sekretionssignal und Furin-Schnittstelle und 3-Endorphin im Expressionsvektor
PQCXIN, Fusion 2; Fusionskonstrukt 2 aus Sekretionssignal und Furin-Schnittstelle und 13-
Endorphin im Expressionsvektor pQCXIN.

Sowohl bei Uberexpression von humanem POMC, als auch bei Uberexpression von

Fusionsmolekdl 1 und 2 konnte eine mel3bare Menge an 3-Endorphin-IR im Kulturiiberstand
nachgewiesen werden.
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Diese Zelltypen wurden vom Projektpartner Cellmed AG verkapselt, anschlieRenad wigrde
Cellbeads uber 14 Tage kultiviert. Hernach wurden die Cellbeads® in frisches Medium
verbracht und fur weitere 24 Std. kultiviert. Dann wurde als Mass flur die 24 Stunden
Produtktionsrate der Endorphin Gehalt im Uberstand ermittelt.

Endorphin CBs in vitro

w
[

[pg/ul]

Die Konzentrationsbestimmung von Endorphin im Uberstand nach 24 stiindiger Inkubation in
vitro nach vorheriger 14 tagiger in vitro Inkubation. Unter Berlcksichtigung der geringen
Zellzahl (ca. 2000 Zellen pro Cellbead ®, ca. 50 Cellbeads ® liegen die Konzentrationen um
den Faktor 5 niedriger, als die Werte, die bei den urspringlichen, nicht gekapselten Zelle
gemessen wurden (siehe Tabelle oben).

Codierung der Cellbead® Chargen siehe Tabelle S. 30 : CB 029/33= CLA 191 Fusion Typ 1,
CB30/34= CMB 187 Fusion Typ 2, CB31/35= CQP 189 POMC, CB32/36 Control.
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Schmerzversuch

Es wurden die oben charakterisierten mesenchymalen Stammzellen bei Rattermn mi
ebenfalls oben beschriebenen Implantationsverfahren stereotaktisch in das Zki€rappli
Zwei Wochen nach dem Eingriff wurde die Schmerzempfindlichkeit der Tierdsrhits
Plate Test und Formalin Test untersucht.

Hot Plate Test:

Im Hot-Plate-Test wird die Nozizeption des Tieres auf einer 55 °C heil3endgelstet, einer
Temperatur, die, obwohl unangenehm, keine ernsthaften Schaden hervorruft. Mel3parameter
waren das erste Heben einer Pfote (,Lifting") und das erste Lecken an eirger Pfot

(,Licking®). Es wurden die Latenzzeiten bis zum Auftreten dieser Verhalteissw

gemessen.

Ein 30 x 30 cm Hot Plate analgesia meter (Columbus Instruments, Columbus, OH, USA) mit
einer Temperatur von 52,5 °C wird fir das Experiment benutzt. Um die Gefahr eines
Gewebeschadens bei den Ratten zu minimieren, werden die Ratten von der Hot Plate
genommen, wenn die Ratten nicht innerhalb von 20 sec. reagieren sollten. Der Hot Plate Tes
gilt als ein Verfahren, welches nur zu einer geringen Belastung der Tiere fuhrt

Formalin Test:

Dieser Test wird zusétzlich erforderlich, um die analgetische Wirkung lagjenannten
tonischen Schmerz zu untersuchen. Zur Schmerzinduktion wird verdiinnte Formalinlésung in
die Pfote des Tieres injiziert. Bei der Schmerzreaktion unterscheidet neaakeite von einer
chronischen Phase: Phase 1 = Sofortreaktion (Dauer bis 10 min; Pfotenschutteln, Lecken),
Phase 2 = Spatreaktion (nach einer Ruhephase; ebenfalls Pfotenschiitteln, LeckdnsDaue
60 min). Die 1. Phase des Akutschmerzes (phasischer Schmerz) entspricht beiheMensc
dem Schmerzzustand nach Operation oder bei Tumorschmerzen. Die zweite Phabe(tonis
Schmerz) ist durch einen eher langeranhaltendem Schmerz charakterisielt aiscegie
besseres Modell fiir den neuropathische Schmerzzustande, z.B. Amputationsschmerz, aber
auch fur langanhaltende Tumorschmerzen.

Durchfiihrung des Formalintest: Es werden 50 pl einer 2,5%igen Formalinlsg. von dorsal in
die rechte Hinterpfote injiziert. Anschliel3end werden die Tiere Gber 50 Minuten m eine
Plexiglasbehéltnis beobachtet. In den ersten 5 Min. (Akutphase) und zwischen der 20-25. und
40-45. Minute werden die typischen Schmerzreaktionen (Heben, Lecken der Hinterpfote)
gezahlt. Der Formalin Test gilt als ein Verfahren, welches zu einer maB&j@stung der

Tiere fuhrt

(Orientierungshilfe des Arbeitskreises Berliner TierschutzbeauftragieEinstufung in

Belastungsgrade (Tab. 1.6.7) fuir genehmigungspflichtige Tierversuche (Stand 02. 03. 2004).

Unmittelbar nach Durchflihrung des Versuches wurde eine Liquorprobe zur Bestimmung des

Endorphin Spiegels entnommen. Anschliel3end wurden die Tiere perfusionsfixiert und die
implantierten Cellbeads ® zur weiteren Untersuchng explantiert.
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Endorphin CBs ex vivo

Die Bestimmung des Endorphingehaltes im Uberstand einer 24 stiindigen in vitro Kultur der
explantierten Cellbeads ® nach 14 tagiger in-vivo Implantation. Endorphin Konzentration im
Bereich der Nachweisgrenze der Bestimmungsmethode.

Codierung der Cellbead® Chargen siehe Tabelle S. 30 : CB 029/33= CLA 191 Fusion Typ 1,
CB30/34= CMB 187 Fusion Typ 2, CB31/35= CQP 189 POMC, CB32/36 Control.

Endorphin CSF

Codierung der Cellbead® Chargen siehe Tabelle S. 30 : CB 029/33= CLA 191 Fusion Typ 1,
CB30/34= CMB 187 Fusion Typ 2, CB31/35= CQP 189 POMC, CB32/36 Control.

Die Bestimmung des Endorphingehaltes im Liquor (Endorphin CSF) nach 14 tagiger in-vivo
Implantation. Endorphin Konzentration im Bereich der Nachweisgrenze der
Bestimmungsmethode.
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Ergebnisse der Schmerzversuche:
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Hot Plate 11, 1. reaction Hot Plate licking
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*) p<0.05 vs. control (ANOVA, Dunnett’s post test)

Codierung der Cellbead® Chargen siehe Tabelle S. 30 : CB 029/33= CLA 191 Fusion Typ 1,
CB30/34= CMB 187 Fusion Typ 2, CB31/35= CQP 189 POMC, CB32/36 Control.

Im Hot Plate Test konnte eine signifikante Hemmung der Schmerzempfindung durch die
Implantation von Endorphin sezernierenden Cellbeads nachgewiesen werden.

Im Formalin Test gelang dieser Nachweis hingegen nicht.

Diese Ergebnisse weisen somit also eine analgetische Wirkung der Zafliatplnach.

Allerdings war die Wirkung nur im Hotplate Test und nicht im Formalintest nachareis

Dies ist, entsprechend den Konzentrationsbestimmungen des Endorphin im Liquor vor allem
durch die sehr niedrigen erzielten Wirkspiegel im Liquor erklarbar.

Hauptsachlich sollte dies durch eine nur unzureichende Produktionsrate der verwendeten
Zelllinien erklarbar sein, nicht jedoch durch die verwendete Verkapselungstechnike da, wi
oben beschrieben, mit anderen Neuropeptiden (GLP-1) deutlich h6here Konzentrationen
erzielt wurden.
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Schlussfolgerungen und Ausblick:

Das Konsortium hat erfolgreich ein biotechnisches Stammzellimplantatc&etiyiwelches
die Voraussetzungen flr eine zukinftige klinische Anwendung grundsétzlich erfullt, da
sowohl Wirksamkeit als auch Anwendungssicherheit gezeigt wurden.

Damit wurde das Projektziel, ndmlich der Nachweis der Machbarkeit eindgbetaen
Implantats zur Schmerztherapie, erreicht.

Die Projektarbeiten haben schliissig aufgezeigt welche weiteren Sobtittendig sind:

1. Entwicklung eines klinisch einsetzbaren Makrokontainments

2. Entwicklung von Zellinien, die Neuropeptide anhaltend und in therapeutisch
wirksamen Konzentrationen freisetzen

3. Durchfuihrung dieser Arbeiten unter GLP Bedingungen, damit die Auflagen der
Arzneimittelherstellung erfillt werden konnen.

Entsprechend den Projektergebnissen sind fur das Erreichen dieser Ziele bengtertat
zur Schmerztherapie noch wesentliche zellbiologische Arbeiten erfordemktiesiondere
muss die Sekretionsrate der endorphinproduzierenden Zellen deutlich erhéht werden.

Die Projektpartner INI und Cellmed AG haben deshalb ein Anschlussprojekt beim BMBF
beantragt, welches zunachst mit anderen Zelllinien und anderen Neuropeptiden &iesiet
Projekt wird derzeit durch das BMBF geftrdert und dient der Entwicklung eines Klinisch
einsetzbaren Zellimplantats zur Neuroprotektion nach Hirntrauma (GLP-hisezede
Cellbeads®) und zur Hirntumorbehandlung (Endostatinfreisetzenden Cellbeads ®).

3.Verwertbarkeit

Die Ergebnisse des Projektes legen nahe, dass die dargestellten Ergelriissaindt
medizinisch relevant werden kdnnen. Eine direkte kommerzielle Nutzung ist an dedser S
noch nicht maglich.

Die Ergebnisse des Schmerzversuches haben zwar die prinzipielle Machbarkeit de
Zellimplantates gezeigt, es wurde jedoch auch deutlich, dass die Produktions- und
Sekretionsrate von Endorphin durch zellbiologische Fortschritte deutlich gestegeen
muss. Dies bedeutet weitere umfangreiche Forschungsarbeiten, deren Zeit- und
Ressourcenbedarf erheblich scheint.

Da mit GLP-1 sezernierenden Stammzelllinien bereits therapeutisclamieks
Konzentrationen erreicht werden, haben die Projektpartner INI GmbH und CellmedhAG sic
zunachst auf Forschungsarbeiten zur Entwicklung eines klinisch einsetzbanempldeliates

mit dieser Zelllinie konzentriert. Diese Arbeiten werden im Rahmen des BMBF
Verbundprojektes ANCI fortgesetzt. Hier wird erwartet, dass eine ersiseckle Anwendung
im Jahr 2007 mdglich wird. Die INI GmbH und die Cellmed AG beabsichtigen hier eine
kommerzielle Verwertung.
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4. Allgemeiner Fortschritt

Der in der Literatur beschriebene Fortschritt deutet daraufhin, dass der Weg, Opioi
(Uber)exprimierende Zellen als Therapeutikum einzusetzen, realisierbanondlisist.

Einige Autoren transplantierten in Tierversuchen native xenogene Nebenniereratiark

die per se Opioide exprimieren. Andere setzen transduzierte Zelllinien emmBwidie hier

u.a. verwendete Neuro-2a Linie und erreichen nach Implantation eine Schmerzreduktion. Wir
konnten zeigen, dass sich durch elektrische Stimulation unter den gegebenen Bedingungen die
Opioid Synthese nicht beeinflussen lafl3t, wohl aber in gewissen Umfang die Brejsetz

Keine Publikationen gab es bisher zu mesenchymalen Stammzellen, die wincdusatz|
verwendeten. Hierbei konnte das NMI durch eine gentechnische Modifikation eine Furin-
Schnittstelle einfihren, was fir die Prozessierung zu 3-Endorphin in diesen Zedlare#iss
ist. Somit konnte zum einen an den Stand der Wissenschaft angeknipft werden und zum
anderen innovative Neuerungen realisiert werden.

Zu dem im TENNIS Projekt entwickelten Konzept der Makroverkapselung von Cellbeads®
gibt es bislang keine einschlagigen Literaturberichte. Es handelt sich higmeim e
erfolgversprechende Neuentwicklung, welche die Anwendung von mikroverkapselten
genetisch veranderten Zellen im Sinne einer ex vivo Gentherapie des ZNS drariglic
sollte.

5. Veroffentlichungen

Brinker T., Fricke C., Lindemann S., Jork A., Kleinschmidt K., Geigle P., SchloBhauer B.
(2005). TENNIS: Tissue Engineering von Neuroimplantaten zur Schmerztherapie.
BioTechnica/BMBF-Symposium Hannover.

Teile der folgenden Dissertationen enthalten die im Projekt Tennis durchgefihrtateA
zur Biokompatibilitat der Cellbeads®:

P. Rittmann: ,GLP-1 sezernierendemesenchymale alginatverkapselte Sttem zur
Neuroprotektion nach Schadelhirn- Trauma.” Dissertationsschrift Tiedretilochschule
Hannover 2005

|. Bartsch: ,Evaluierung von Alginat-gekapselten, Endostation-sezernierenaiem&tien

zur Behandlung des Glioblastoms®, Dissertationsschrift Tierarztliche ioglesHannover
2005
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Erfolgskontrollbericht:

1. Beitrag zu férderpolitischen Zielen:

Das Verbund Projekt ,TENNIS" ist ein im Rahmen des BMBF Programms , Tissue
engineering” gefordertes Projekt. Im Rahmen der Aktivitat "Tissue Engmgefordert das
Bundesministerium fur Bildung und Forschung (BMBF) Arbeiten, die biologische
Materialien zur Geweberekonstruktion und hybriden Gewebeersatz auf den drei Ebenen
Molekule, Zellen und Gewebe bzw. Organe entwickeln und nutzen.

Das Verbundprojekt ,TENNIS* hat diesbeztiglich Forschungsarbeiten zur Entwicklung
biotechnischer Implantate durchgefiihrt, welche auf dem Gebiet der Neuromedizin intZukunf
eingesetzt werden konnten.

2. Wissenschatftlich-technische Ergebnis des Vorhabe ns:

Wesentliche wissenschaftlich-technische Ergebnisse des Projektes sind die

- Entwicklung und Anwendung von gentechnischen Verfahren zur Erzeugung von
Zelllinien (Neuro 2a Zellen sowie humane mesenchymale Stammzellen), die
Endorphine freisetzen (NMI).

- Entwicklung und Anwendung von gentechnischen Verfahren zur Regulation der
Synthese und Sekretion von Endorphine durch Neuro 2a Zellen und humane
mesenchymale Stammzellen (NMI).

- Entwicklung und Optimierung der Alginatverkapselungstechnik fir die Implantation
in das ZNS (Cellmed AG).

- Entwicklung einer Makroverkapselung fir in Alginat mikroverkapselte Zellen als
Vorraussetzung fur eine klinische Anwendung von Alginat Mikrokapseln im ZNS.
Durch diese Methodik werden die Nachteile der bisherigen Makroverkapselung
(unzureichende Nutrition der gekapselten Zellen durch zu lange Diffusionsstrecken)
und der Mikroverkapselung (Mikrokapseln kénnen sich frei im Gehirn und
insbesondere Liquorraum verteilen und sind dann auch bei Komplikationen durch das
Zelltransplantat nicht mehr entfernbar) vermieden (INI).

- Prinzipieller Nachweis der in-vivo Wirksamkeit von Endorphin sezernierenden,
alginatgekapselten humanen Stammzellen (INI).

3. Fortschreibung des Verwertungplanes

Nachdem die Projektergebnisse zwar grundséatzlich die Machbarkeit eiteslagibchen
Implantats zur Schmerzbehandlung gezeigt haben, aber gleichzeitig auch die noch
bestehenden Probleme zur Entwicklung eines kommerziell verwertbaren Implantats
insbesondere mit der Notwendigkeit intensiverer zellbiologischer Arbeiteeigigia,
beabsichtigen die Projektpartner Cellmed AG und INI GmbH derzeit nicht, die Ehtagc
eines Implantates zur Schmerzbehandlung weiterzufiihren. Hauptgrund ist der nichaabse
Zeit- und Ressourcenbedarf fur die zellbiologischen Arbeiten.
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Das im Projekt entwickelte Konzept der Makroverkapselung fir in Alginat mikrogelkaps
Stammzellen wird jedoch weiter verfolgt, und zwar zunachst in einem weiter&t BM
Verbundprojekt (ANCI) mit dem Ziel einer ersten klinischen Anwendung in 2007. Bei diesem
Implantat sollen humane mesenchymale Stammzellen eingesetzt werdes, die al
neuroprotektives Pharmakon GLP-1 freisetzen. Das diese Zelllinie berstisréxind auch
patentrechtlich durch die Cellmed AG abgesichert ist, erscheint dieseh&ogjanvoll. Die
Projektergebnisse des TENNIS Projektes werden unmittelbar in das ANGitRiogehen.

4. Arbeiten die zu keiner LOsung gefiihrt haben

Das urspriingliche Konzept der Makoverkapselung von Zellen in Hohlfasern konnte nicht
erfolgreich umgesetzt werden, da diese Implantate nicht langzeitstabursl die
transplantierten Zellen durch Mangelerndhrung untergehen.

Das urspringliche zellbiologische Konzept einer Elektrostimulation der Endorphin

Biosynthese konnte ebenfalls nicht realisiert werden.

5. Prasentationsmoglichkeiten flr mogliche Nutzer

entfallt

6. Einhaltung der Kosten- und Zeitplanung

Die Zeit und Kostenplanung wurde eingehalten.
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